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® Wasserlosliches, einen Am.nozucker aufweisendes Antibiotikum in Form eines Pol ysaccharid-Konjugats 

(57) Die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, 
Daunorubicin und Doxorubicin sind trotz gravierender 
Nebenwirkungen von groBem therapeutischen Nutzen. 
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. 
Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark 
kardiotoxisch. Es sollten neue Arzneiformen dieser Anti- 
biotika gefunden werden, bei welchen diese Nebenwir- 
kungen reduziertsind und welche unkompliziert anwend- 
bar sind. Die Arzneiformen sollen in hoher Ausbeute ko- 
stengiinstig herstellbar sein. 

Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjuga- 

te, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an des- 

sen reduzierendem Ende uber eine Peptidbindung ver- 

knupft ist. VerfahrensmaBig erfolgt diese Bindung uber 

J 2 -Oxidation desStarkederivats an seinem reduzierenden 

Ende in wassriger alkalischer Losung und anschlieSender 

Kopplung des so oxidierten Starkederivats an das Anti- 
biotikum in organischer Losung. Die erhaltenen Konjuga- 
t« te sind weniger toxisch. Der Polysaccharid-Anteil ist 

durch Serum-a-Amylase abbaubar und die Peptidbin- 
W dung einem enzymatischen Angriff zuganglich, 
OS Neue derivatisierte Antibiotika in Form von Starke-Konju- 
<Q gaten. 
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Beschreibung 

[0001] Die voriiegende Erfindung betrifft wasserl6sliche, oral oder parenteral applizierbare Zubereitungen von einen 
Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form eines Konjugats mit einem Polysaccharid auf Basis von Starke oder 
Markedenvaten, .nsbesondere Hydroxymethylstarke, Hydroxyethylstarke und Hydroxypiopylstarke, sowie ein Vferfah- 
ren zu deren kostengiinstiger Herstellung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist Hydroxyethyl- 
starke. Ak Anubionka mil einem Aminozucker kommen insbesondere Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin 
'r!™ e £ aC i^ • eine Aminogruppe in C 3 -Position des Amionozuckeranteils aufweisen. 

[0002] Die ammozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden in der Therapie 
breite Anwendung und stellen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie teils gravierende Nebenwirkungen zeigen. Ampho- 
tericin B wir uberwiegend parenteral appliziert, Daunorubicin und Doxorubicin mUssen zwingend i. v. verabreicht wer- 

[0003] Amphotericin B ist ein aus Streptomyces nodosus isoliertes Polyen-Antibiotikum. Chemisch handelt es sich urn 
ein makrocychsches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines 
38-ghedngen Lactonnngs, an welchen iiber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin gebunden 
ist. Amphotericin B .st amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im Molekiil, welche es befahigen mit 

™»wi ?, «£Zr? n 3 w embra " T Pi ' Zen enthaltenen Sterole " Komplexe zu bilden, was zu einer Stoning der Zellper- 
meabihtat fuhrt. Da Baktenenmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin B se- 
leKtiv gegen Pilze genchtet. 




COOH 



°7 r ^O-7^CH 3 
Amphotericin B \m^' 0H 

[Ttl, ^ 8<! " dCS breUen ^*ungs^ektrum. von Amphotericin B, das praktisch alle menschenpathogenen Pilze um- 
foBt istes fure.ne systemische Behandlung mykotischerlnfektionen beim Menschendas Mittel der Wahl. Insbesondere 
be, Patienten deren Immunsystem bwintrachtigt ist, wie z. B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung der da- 
mn einhergehenden mvasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenommen. 

[0005] Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven Nebenwirkungen verbun- 
den. Bei generalisierten Mykosen und Oiganmykosen wird Amphotericin B i. v. appliziert, Ublicherweise mit einer tag- 
ichen Dosis von 0,5 bis 0,7 mg/kg Korpergewicht. Da aber die Vertraglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Pa- 
tient unterschiedhch ist, mu8 die Dos.erung individual eingestellt bzw. angepaBt werden Dariiber hinaus benotigen Pa- 
tienten mit geschwachtem Immunsystem meist hohere Dosen als iiblich, z. B. taglich 1 mg/kg Korpergewicht die bei 
schwiengen Verlaufsformen - sofem vertniglich - bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden konnen^ie^nterale Anwen 
dungsdauer kann sich dabei von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen 

[0006] Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt es dann gewohnlich zu infusionstypischen Reaktionen, wie 
z. B F.eber, Erbrechen und SchUttelfrost, die gewohnlich symtomatisch behandelt werden, so daB eine Unterbrechung 
der tofusionsbehandlung n.cht erforderlich ist. Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auftretenden Leber- und 

etwt^Sb ^^TTk S °, T *}™ ZaB °* ian einer Thera P ie die glomerulto Filtrationsrate stets urn 

etwa 40% ab. Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie liber die gesamte Therapiedauer hinweg emiedrigt Entspre- 
chend steigen Kreatinin im Serum und Hamstoff im Blut an. GelegenQich sind sogar uber die Therapiedauer hinaus ir- 
2 le J; * a«'8«ngen zu bwbachten. Nach zwei- bis dreiwochiger Therapie tritt auch haufig Anamie auf, die zu Ha- 

Spi^ 

[0007] Wegen seiner Toxizitat und Nebenwirkungen soUte Amphotericin B daher nur bei lebensbedrohlichen Umstan- 
den verabreicht werden. Andererseits steUt es jedoch bei den dutch StSrungen des Immunsystems - z. B. bei AIDS oder 
?< a ]2o? r8a,ltranSp aU ° nen " auftretenden Mykosen haufig das einzig wirksame Mittel dar 

[0008] TVotz hydrophilerDomanen innerhalb des Molekiils weist Amphotericin als ganzes ausgepragte hydrophobe 
Eigenschaften auf, so daB es im physiologischen pH-Bereich in Wasser praktisch unloslich ist. Selbst in organischen L6- 
sungsmitteln ist es nur schwer loslich. Daher stellen die derzeitigen Handelspraparate relativ kompliziert aufgebaute 
Arzneiformen dar welche nut zusfitzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten Losungsvermittler, wie z B 
Na-Desoxycholat^ aBt sich ^e L5 S ii chke it in Wasser erhohen. So liegt z. B. das zur Infusion vorgelehene Orig^mrt 

SSTS k* Z 6 «" Wasserrekonst i«i«« werden muB und dann als mizellare Dispersion von Amphotericin 
B und Na-Desoxycholat in Wasser vorhegt. Um eine applikationsfertige Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhal- 
tene Stammlosung nur noch mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z. B. einer 5% Glucoselosung, bis zur erwunschten 
Endkonzentranon verdunnt werden. erwunscmen 

[0009] Dieses Praparat weist zudem einen nur geringen therapeudschen Index auf, d. h. das Fenster zwischen effekti- 
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ver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Dariiber hinaus ist, Uotz des relativ breiten Wirkungsspektrums von Amphote- 
^hen InfSnS^ & ? khdlabi1 *" we ™8 ^ktiv, weil die Wirksubstanz den Ort der mykoti- 

MtifoMde^Wrkiinp ^ h,"^ m ™ Ue,nen K ° nz f ntraUonen erreicht, so daB Amphotericin B dort seine charakterisUsche 
anutungale Wirkung mcht Oder nur unzureichend entfalten kann 

SLV wS^V-if 6 des ,° ri ei nato 5' ra P arats ™ Oberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-Praparaten 
vonT£tSS P P°™ UllerUnge S d "?? Cn ' Z - B - MpUtaoplew mil Amphotericin B, kolloide Dispersionen 
ZSn fr« R l Am P h ° ten T c '" und liposomal verpacktes Amphotericin B. AUe diese Arzneiformen weisen 
rvSchnS ""ft und emehohere Vfertraglichkeit, insbesondere eine geringere Nephrotoxizitat 
^^^f^^""^" 1 Amphotencm B-Desoxycholat-Formulierung auf, weshalb sie auch in hoheren 
Sz verTeWen ^ ^ ^ h ° hen Doscn die 0ben ^hxiebenen Nebenwirkungen nicht 

sSluLkoi^Tn^ ^ bt f S °! Cher "P id f°™ ulie ™g«> von Amphotericin B ist jedoch in den sehr hohen Her- 
SSS K und den damn verbundenen Handelspreisen zu sehen: Dariiber hinaus miissen diese komplizierten Arz- 
w^e to ,ka "° nS , fe ? ^ naCh Wfe V ° r «" d «"- Weise rekonsrituiert werden. Nich^- 
ISXi^ « - Lipidformulierungen des Ampbc- 

KL^'fr H el R rc M Meth0de ' Am P ho . tericin B in eine wasserlosliche Form fur Injektionszwecke zu uberfuhren, ist in 
der Ltteratur die ^BiMung ernes Amphotericin B-Arabinogalactan-Konjugats beschrieben (Antimicrobial Agen s and 
Chemotherapy, Vol 43 No. 8, 1999, 1975-1981). Arabinogalactan ist ein aus Larchen gewon^LTSerlosllchS S 
lysacchand aus Arabinose- und Galactose-Einheiten im Vferhaltnis 1 : 6. Die Bindung vor TCphotericTn B T^Tbint 
galactan erfolgt in 4 Schritten. Zunachst wird Arabinogalactan einer Perjodat-Oxydalon S£3X 

produkte uber eine Anionen-Austauschersaule wird die Amino-Gruppe des Mycosamins von Amphotericin B unter Bil- 

flberfthrt Inun-Gmppe in e.ne Amm-Gruppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgmppen in Hydroxylgruppen 

leScST Na^tt^^ir ^ * ^ ^ ~ - ^bach^S Z 

f!? 1 r h ?' e An ? bi ^ ik f Daunorubicin und Doxorubicin gehSren zur Gruppe der Anthracycline und unterscheiden sich 
k*hgl.ch durch erne Hydroxylgntppe. Sie sind in Wasser loslich. Doxorubidn wird aus KulEn da SESSS 
peuceticus var. caes.us gewonnen, Daunomycin aus Streptomyces peucedcus oder coeruleonTbidu" ^P'W 8 
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Daunombicin: R = H 
Doxorubicin: R = OH 
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[0015] Durch ihren Tetracyclin-Rest sind Daunombicin und Doxorubicin befahigt, unter Ausbildune sehr stabiler Uher 

R^T m^azeUularen Metabohsierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase und NADPH SemicW- 

«e^Ll dtU W l ,K^ rSe,tS WeilCre Radikalreakti ° ne " ausldsen (Superoxidanion- und Hadroxylraoika.e]. Dad^h 
e 8 in™m werdei 3 "™ ™ % ^ % * Wirkung, weshalb sie als Cytostarika bei der KreLtherapie 

Kms^ln Ub^SVM " "» unzureichend resorbiert werden, mussen sie (streng) i. v. in 

MWhS™ v . xt MmUten verabrcicht we «len. Ore Verteilung im Organismus erfolgt schnell wobei die 

^ m T,? 0nal 10 HeK ' ljaa *' MUz und Nierc nachgewiesen wurden. 8 ' ^ 

nma ih 7? ? ch " eU ^ Vert f lun g Organismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale durch Metabolisie 

i! 1 m 8 l a ^ OWOhl , r !? XOrUb T n . alS aUCh Daunorubici n ^nd ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere die Kardiotoxitat 
vom Spattyp, welche erne dosisabhangige kumulative Organtoxizimt darstellt, ist in der Regel irrevmitel u^d oZals 
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l^ensbedrohend. Bei Oberschreiten einer maximalen kumulativen Gesamtdosis, welche bei Erwacbsenen bei 
550 mg/m Korperoberflache liegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch an. Daher be- 
steht ab oner Gesamtdosis von 550mg/m^ Korperoberflache eine elwa 5% Risiko fur dl Auftreten ei« r schweren 

« S| SU n- Z T' I* ^ ^T± titiVe Gesam,d ° sis ensicht, muB die Therapie unterbrochen werden. 

5 [0019] Die Dnickschnft DE 690 12 747 T2 offenbart ein wasserlosliches Konjugat eines Polymyxins und eines TVa- 
gers wie teisprelsweise ein Polysaccharid, wobei das Konjugat eine GroBe aufweist, die fur die \ferwendune in, svste- 

JE^.^ * E »dotoxin-neutralisierendes Mittel, insbesondere als anufugales Mittel und/oder als an- 
.0 n™ " * " Uhre ^ VOTlie 8 enden ^ konnen dieser Drtckschrift jedoch nich. ent- 

Kf Jml™ vf^ en BdindU 7 Kegt Auf8abC ZUgn,nde ' ^ S0,che aminozuckerhaltigen Antibiotika 

Arzne former, zur Verfugung zu stellen, in welchen die spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind welche 

un^wSche^S iCrte ^'^Organisni us gewahrleisten unddamit eine hoherXsieru^^ 

und welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein kosten E unsli E es 
^fTI ^ He 5 steUun 8 di 6 ^ Arzneiformen mil hoher Ausbeute Z ur Verfugung zu steUen KOStengUnsU S es 
rivSi Jr,T * ^ lS Z 8 efunden - daB sich diese Aufgaben mil einem Konjugat von Starke oder Starkede- 

nvaten nut solchen AnUbioUka losen laBt. Als Starke oder Starkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mka^l 4- 
glykosidischer Verknupfung) und/oder Amylopektin (verzweigt, zusatzlich mit a-I.eilykosidischeTvSpfung) 
,0 M V — d "" g « A-H-S. AmyopekUn^t 8 ^ 

[0022] Bei dem erfindungsgemaB bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Starken Hydroxy methvlstarke Hv- 

a f i p u 8 ^ UtUere Poymensationsgrad soil jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevor- 
,s 25S A " Sfuhn,n8sfo ' m *! s ca 3000 reich « (entsprechend einem mittleren Molekula^ewicht von ca 5 7£) ftX 
2S sondersbevorzugtist der Einsatz von Hydroxyethylstarke. iir;. insoe 

SU^ 1 .. DiC im f°' ge " den 8 emach ten Ausfuhrungen mit Hydroxyethylstarke als besonders bevorzugter Ausfuhrunes- 
£££ % n m a " l0ger WelSC 3Uch fUr HydioxynwhylsSrta und Hydroxypropylstarke. Ausruhrungs 
[0024] Bevorzugt soli in einem erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugat das Molekulamewicht der HES uber 
der NierenschweUe fur HES liegen, d. h. iiber 70000 Dalton. Besonders bevorzugt ist eine HES deTsSkSwmU 
einem m»tderen Molekulargewicht von 1 3^ 

bis 0J8 In bevorzugter Ausfuhrungsform liegt der Substitutionsgrad im Bereicb von 0,3 bis 0 5 te beyZSl 

sowohl unverzweigt nur nut uberwiegend a-l,4-glykosidischen Verkniipfungen vorliesen als auch ver7w e i 0 , 1 
sowoM a-1.4-glykoskiischen Verkniipfungen als auch a-l,6-glykosidischen 4knVfungen & 
[UU25J in einem erfindungsgemaBen Konjugat erfolgt verfahrensmaBig die Bindune des Polvsaccharids an Hie AmW 
fh^M 65 , t"! ,n ° ZUCkerS dES ^Wotikun*. indem die fnrfe, reduzierende AldehyaS ^ 
dr^vt^et; l°T?T Se £ m e J" er Ald "«*™PPe oxydiert wird, welSerseits SiSeX- 
endstand.gen Zuckereinheit, vorzugsweise am Q-Atom der endstandigen Zuckereinheit, e^n Lac- 
fZAT t r' (bnn We . er nnt dCr A^^PP^ des Aminozuckers des Antibiotikums eine Peptidbindun E ein- 
gehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-OxidaTion Senden Alee 
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(!)H Hj ° OH ° v H 2 N-Myc-R' 

(Stirkeisrivat, z.B. HES) \ (Am f 1 " t » ricin B ) 

H O 

R-C h 

OH Y~ Myc - R ' 
H 

(Ampho-HES) 

Sknm ^T 1 "" 8 ^ 1 ^ 6 ^ 65 Sich ak au ^ eror d ent Hch selektiv und fuhrte mit hoher Ausbeute zu einem An- 
SS vo„ J lf lC t heS ' ^ dner Pe,j0datOXidati0n - dn M ° 1Verh5Jtnis 2wisch - AntSk A um 

K, J? " ha)t . ene ^8 a t erwies sich iiberraschenderweise auch als nicht toxisch, so daB sie auch oral applizier- 
^ u PP r g des P ol y sacc "arid-Tragers, insbesondere von HES, an das Antib otikum bewirkte auchTm FalTe 

t^um^^^Zt^^^ ^ ^ dne -reichend'^erla hch£ 

verrugt U.es hat zur Folge, daB die I^sung des Konjugats bzw. die Verdunnung auf die gewunschte applizierbare End- 
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konzentration auch mit elektrolythaltigen Losungsmitteln bzw. Gemischen (z. B. einer Miscbung aus isotonischer Koch- 
salzlosung und Glucoselosung) erfolgen kann. Da auBerdem das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, lassen sich 
damn hohere Dosen, z. B. fiir das Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil, applizie- 

[0(08] Weil Hydroxyethylstarke ohnedies in groBen Dosen intravends als Plasmaexpander appliziert wenien kann 
smd bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile von HES physiologisch unbedenkBch und 
brauchen daher nicht eigens vom Reaktionsprodukt abgetrennt zu werden, was bei der Synthese von groBem okonomi- 
schem Vorteil ist. Im Falle des Amphotericin B ist auch keine abschlieBende Hydrierung erforderlich, um das gebildete 
Konjugat weniger toxisch zu machen. Dariiber hinaus wurde iiberraschenderwiese gefunden, daB ungebundene Hy- 
droxyetoylstarke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende Wirkung ausiibt, wodurch sich mit uberschus- 
sigerHiii> eme zusatzhche Stabilisierung des antimykotischen Wirkstoffs erzielen laBt. 

'^T 1 . I 5 !" W !'if VOrtei ' e ' neS erfindun gsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, daB der Polysccha- 
nd-Anteil durch Serum-a-Amylase abbaubar ist. Dieser Abbau ist in der einschlagigen Literatur zur Pharmokokinetik 
der als Plasmaexpander eingesetzten HES ausfiihrlich beschrieben. Dariiber hinaus ist auch die Peptidbindung zwischen 
™, " lj ^ cha ? d ' An i? * und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriff prinzipiell zuganglich. 
[0030] Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikrooiganismus aus dem Spektrum der moglichen Pilzinfekti- 
SmK? . ^ «r!f" S f' 8 *' Wiesen die erfindu WmaBen Konjugate von Amphotericin B den Lipid- 

formuhemngen vergle.chbare Wirksamke.ten auf. Im Hamolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden 

^"dC^^^ 

Eli J£» ™ a ? 8eblic K h 1 er Wc rf} « " es erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats ist darin zu sehen, daB sich 
S if ZTs I T"! Molekula ^ ewic ht, Substitutionsgrad, Subsututionsmusler und Verzweigungsgrad der ein- 

Sj^^Zi*^^ HelSteU ^ SVerfahren U " d die ^g *x bevorzugten 

Beispiel 1 

Oxydation von HES 1 30 kD 30 

IS JSJtSiy ^ V ' eKlen iD e J n Reaktions g efaB geg^en und in einem moglichst geringen Vfolumen Wasser in 
S £l k 56 ^" 8 u Crden Un,Cr RUhren ( Ma g ne «ihxer) 2 ml einer 0,1 N Jod-llung ca. 3 ml einer 0,1 
N NaOH-Losung gegeben Die Mischung wird solange geriihrt, bis die Farbe, die J 2 anzeigt, verschwunden ist Die Zue 

L>°0 1 ^OH 8 T Und/0der Na °"^ SUn / Wifd mehm,als Wiederh0lt bis ins|esam« 8 lbml 0,1 N SSsung u„ 8 d 
sch^au e^Xrlte m 1 2 X r ? ie f^ 1 * 1 ™ ^ » M "dan" uber eine NaMonenaustau- 

schersau e (Amberhte IR 120) gegeben und anschheBend in einem Dialyseschiauch mit einer AusschluBgrenze von 
4-6 kD uber einen Zeitraum von 20 h gegen destilliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird Ivonhiurim und 
der Oxidauonsgrad mit Hilfe derMethode von SOMOGYI ermittelt lyophlhsiert und 

Ermittfung des Oxidationsgrades 

S?* 1 n Z u^f "TT 8 dCS g ebUdeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verfahren von SOMOGYI heraneezoeen 

1962) - DaS Verfahre " beruhl auf der ErmiUlung der Le^Tihyl-Gn^Sn 
f^^^^J?"^ ZU CU - • CU WM mit Klfc VOn aUS Iodid und Iodat gebildetem Iod wieder zu oxilm 
UberschussigesIwlwiidsodanninittelsThiosulfattitriert. oxioien. 

Beispiel 2 

Synthese eines Amphotericin B-HES-Konjugats 

10o5 Jd 2^^^^^ 650 m K (h5 • 10 " 5 Mol) **«^ ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca. 
WJ%) und 2,8 mg (3,0 • 10* Mol) Amphotencin B unter Riihren (Magnetriihrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei 

JSSEET N2 ; A TT ^ 8el5St UmCr LictachluB ^ die Mischung 24 hTang b SoK^ ge 
assen. Die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter LichtausschluB nach Zugabe von 10 Vol H 2 0 mitek Dfc 

hsierte Produkt ergab ein schwach gelbliches Pulver. iyopm 

SrdS KnlnlS"!!? : SVCrfahren ^ de 3 weitercn Ansatzen wiederholt, wobei sich eine reproduzierbare Ausbeute 
tur die Kopplungsreaktion von ca. 70% ergab. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 
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Tkbelle 1 



5 








wasserfreies 
DMSO 


Reaktionszeit 

und 
-temperatur 


Reaktions- 
bedingungen 


Ausbeute an 

Amnho-HFS 
niuu utriiLv 

nach Dialyse 




Ancat7 1 


650 mg 
(1,5 • 10-5 Mol) 


2,8 mg 
(3,0 '10- 6 Mol) 


~ 4 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


460 mg 


10 


Ansatz 2 


10,0 g 
(2,4 • 10-4 Mol) 


44,0 mg 
(4,7* 10-5 Mol) 


«40 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


7,0 g 


15 


Ansatz 3 


12,0 g 
(2.8* 10-4 Mo |) 


52,0 mg 
(5,6* 10-5 mo|) 


* 30 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


8,4 g 




Ansatz 4 


7,2 g 
(1,7* 10-4 Mo |) 


31,2 mg 
(3 ,4 • 10-5 Mol) 


* 20 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


5,1 g 



[0037] Die erhaltenen Amphotericin B-HES-Konjugate wurden uber ihr UV-Spektrum charakterisiert (0 5 g/5 ml 
H 2 <W) und zeigten im Bereich von 300-400 nm die fit polymere bzw. mizellare Wechselwirkungen von Amphotericin 
B typischen Banden. Im Gegensatz zu freiem Amphotericin B, das in Wasser praktisch unldslich ist, wiesen die erhalte- 
nen Amphotencin-HES-Konjugate eine Wasserloslichkeit von > 0,1 g/5 ml H 2 0 auf. 

25 [0038] Mil Hilfe von LALLS-GPC (Low Angle Laser light Scattering in Kombination mit Gel-Permeations-Chroma- 
tographie) wurden folgende GPC-Kenndaten bestimmt: 
Gewichtsgemitteltes MolekulaigewichtM w : 102.700 
Zahlenmittel des Molekulargewichts: 36.050 
Spitzenfraktion (10%): 24.050 

30 Bodenfraktion (90%): 13.800. 

[0039] Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES. 



Beispiel 3 

35 Hamolyse-Vergleichstest des Amphotericin B-HES-Konjugats 

^°? 40 Jr ? ie hamol >' tische Wrkung des erfindungsgemaBen Ampho-HES-Prapararts wurde im Vergleich mit einer han- 
delsubuchen Amphotencin B-Desoxycholat-Formulierung ("Amphotericin B" von Bristol-Meyers-Squibb, Chargen-Be- 
zeichnung: A068), dessen Wirkstoff ab einer Konzentration von 8 ug/ml hamolytisch sein soli (R. Falk et al Antimicro- 
bial Agents and Chemotherapy, 1999, 1975-1981), ermittelt. 

[0041] Stammlosung fur erfindungsgemaSes Praparat: 11,61 g Ampho-HES (entsprechend einem Gewichtsanteil von 
50 mg Amphotericin B) wurden in 50 ml 5% Glucose-Losung (Chargenbez.: 9233A4 der Fa. Braun Melsungen) gelost 
Der Wirkstoffgehalt der so hergestellten Stammlosung betrug 1 mg Amphotericin B pro ml. Von dieser Stammlosung 
wurien gemaB Tabelle 2 drei Verdunnungen hergesteUt und ebenfalls auf ihre hamolytische Wirkung untersucht 
[0042] Handelsubliches Vergleichspraparat (Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung): Eine Flasche a 50 mg 
wurde mit 10 ml A. a. injectabika (Chargenbez.: 0514A63 der Fa. Braun Melsungen) gelost und in 5% Glucoselosung 
auf 0,12 mg/ml Amphotericin B verdunnt. ^ 

[0043] Herstellung der Erythrocytensuspension: Frisch entnommenes humanes Blut wurde etwa mit dem 5-fachen Vo- 
lumen stealer 0,9% NaCl-Losung (Chargenbez.: 9055A64 der Fa. Braun Melsungen) verdunnt und 5 Minuten lang bei 
einer relativen Zentnfugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert. Danach wurde die iiberstehende Losung abgesaugt 
und die sedimentierten Erylhrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandelt. 

[0044] Die so gewaschenen Erythrocyten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und - sofern erforderuch 
- mit stealer 0,9% NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von ca. 5 • 10* Erythrocyten pro ml nachverdunnt Diese 
Suspension 1st laut DIN-Morm bei Raumtemperatur bis zu max. 6 Stunden verwendbar. 

[0045] Hamolyse-Vergleichstest: Je 5 ml der zu priifenden Losungen wurden mit 1 ml der obigen Erythrocytensuspen- 
sion verrmscht, m ein gereinigtes Zentrifugenrohrchen iiberfuhrt und 20 Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 ± 1°C 
rA^ ert ' AnschlieBend wurde 5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert. 
[0046] Von der uberstehenden Fliissigkeit wurde die Extinktion gemessen. Als Negativkontrollen dienten jeweils 5 ml 
der 0,9% NaCl-Losung und der 5% Glucose-Losung, welche mit 1 ml der Erythrocytensuspension verrnischt, ebenfalls 
60 20 Minuten lang bei 37 ± 1 °C inkubiert und dann wie oben zentrifugiert wurden. 

[0047] Zur Priifung auf Hamolyse wurden in einem Photometer die Extinktionen der jeweiligen Oberstande gegen die 
NegaUvkontroUen bei einer Wellenlange von 576 nm unter Verwendung einer KUvette mit 10 mm Schichtdicke gemes- 
sen. Auf Grund der unterschiedlichen Farbungen der Ldsungen wurden zum Vergleich von den Losungen ohne Erythro- 
cytensuspension ebenfalls die Extinktion gemessen. 
65 [0048] Die Ergebnisse der diversen lestansatze sind in Tabelle 2 zusammengefafit. 
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Tabelle2 



Priiflosung 


Konzentration 
Amphotericin B 
der Losung 
mg/ml 


Konzentration 
Amphotericin B 
im Testansatz 
mg/ml 


Extinktion 
576 nm 


Extinktion 
576 nm ohne 
Erythrocyten 


0,9% NaCl 






0,015 


0,000 


5% Glucose 


- 


- 


0,016 


0,000 


Handelspraparat 


0,12 


0,1 


2,27 r» 


0,008 


Ampho HES 


0,12 


0,1 


0,027 


0,033 


Ampho HES 


0,24 


0,2 


0,061 


0,076 


Ampho HES 


0,48 


0,4 


0,274'> 


0,151 


Ampho HES 
(Stammlosung) 


1,00 


0,83 


2,452*> "> 


0,288 



to 
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*) Ldsungen im Oberstand rot gefarbt 
**) Wegen erhohter Viskositat nach Zentrifugieren noch intakte Erythrocyten im Oberstand 
mikroskopisch nachweisbar 

[0049] Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigt die getestete, im Handel erhaltliche Amphotericin B-Desoxycholat-Formu- 
herung bereits bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml im Testansatz unter den obigen Testbhedingungen stark hamoly- 
tische Wirkung. Der Uberstand hatte bei 576 nm eine Extinktion von 2,271 und war stark rot gefarbt 
[0050] Im Vergleich dazu war beim erfindungsgemaBen Ampho-HES-Praparat bis zu einer Konzentration von 0 2 me 
Amphotericin B pro ml keine hamolytische Wirkung zu beobachten. Erst bei einer Konzentration von 0,4 mg/ml war im 
Uberstand des Testansatzes im Vergleich mit der Negativkontrolle eine leichte Rotfarbung zu erkennen, was sich auch in 
den Extinktionswerten bemerkbar machte. Bei dieser Amphotericin B-Konzentration im Testansatz iiegt demnach eine 
leichte hamolyusche Wirksamkeit vor. Eine starke hamolytische Wirksamkeit durch das Testpraparat war bei einer Kon- 
zentration von 0,83 mg/ml zu erkennen, wo der Oberstand stark rot gefarbt war. Daneben lieBen sich im Oberstand auch 
noch mikroskopjsch wemge intakte Erythrocyten nachweisen, die wegen der hohen Viskositat wahrend der Sedimenta- 
tionszeit noch nicht ins Pellet sedimentieren konnten. 

Beispiel 4 

Synthese eines Daunorubicin-HES-Konjugats 

^ rT ^f^T m WUrden 650 mg (1 > 5 * 10 " 5 Mol) g^knetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca. 
1UU%) und 0,8 mg (3,0 ■ 10~ Mol) Daunorubicin unter denselben Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelas- 
sen und wie in Beispiel 2 weiterbehandelt. Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72% erhalten. 

Beispiel 5 

Synthese eines Doxorobicin-HES-Konjugats 

S ^^i 16111 R e aku°nsgefaB wurden 650 mg (U ■ 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca 
100%) und 0,8 mg (3,0 • lO' 6 Mol) Doxorubicin unter denselben Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren eelassen 
und wie in Beispiel 2 weiterbehandelt. Die erzielte Ausbeute betrug ebenfalls ca. 70%. 

Patentanspriiche 

1. Wasserlostiches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in Form eines Polysaccharid-Koniu- 
gats der allgemeinen Formel I J 
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b— o- 



i 

o 

I H 

-c— c— c— c 



A 
I 

0 



I H 
HO-CH 
I 

H 2 C-0-R2 



*0 



(I) 



0-R3 



l Bedingungen, daB 



in welcher bedeuten: 

B ein in a-l,4-Verkniipfiing verbundenes Polysaccharid, ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxymethylstarke, Hy- 
droxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, 16sliche Amylose und ISsliches Amylopektin, 
R 2 , R 3 , R 4 unabhangig voneinander H Oder (CH2) D -OH, mit n = 1 bis 3 mit den Bedingi 
B Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 = R 3 = R 4 = H 
B Hydroxymethylstarke ist, wenn n = 1, 
B Hydroxyethylstarke ist, wenn n = 2, und . 
B Hydroxypropylstarke ist, wenn n = 3 ist; 



— CH 2 — R> 




H 3 CO O OH H 
mit R l = H oder OH oder 




und 
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OH 




und wenn 




!— CH 3 — Ri 



H 3 co 

mit R 1 = H oder OH 

wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C 3 des Aminozuckers des Andbiotikums un- 
ter Ausbildung einer Peptidbindung verkniipft ist. 

2. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Molverhaltnis zwischen dem Antibio- 
tikum- und Polysaccharidanteil 1 : 1 ist. 

3. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Polysaccharidanteil aus Hy- 
droxyethylstarke besteht. 

4. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das mittlere Molekularge- 
wicht der Hydroxyethylstarke im Bereich zwischen 2000 und 2 • 10 s Dalton liegt. 

5. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke einen 
mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 aufweist. 

6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das mittlere Molekularee- 
wicht der Hydroxyethylstarke > 70000 Dalton ist. 

7. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke ein 
mittleres Molekulargewicht von 130.000 Dalton und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,1 bis 0 8 auf- 
weist. 

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke einen Substituti- 
onsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist. 

9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke 
ein C2/C6-Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 aufweist. 

10. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke ein C 2 /CVSub- 
stitutionsverhaltnis im Bereich von 5 bis 11 aufweist. 

11. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
starke unverzweigt in a- 1 ,4-glykosidischer Verkniipfung vorliegt. 

12. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
starke verzweigt mit <X-l,4-glykosidischer Verkniipfung und a-l,6-glykosidischer Verknupfung vorliegt. 

13. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Am- 
photericin B ist. 

14. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Dau- 
norubicin ist. 

15. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Do- 
xorubicin ist. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats nach jedem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden Ende in wassriger alkalischer Losung unter 
Ausbildung eines Lacton-Rings oxidiert wird und das erhaltene Produkt zusammen mit dem einen Aminozucker 
aufweisenden Antibiotikum zur Bildung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats in einem organischen Lo- 
sungsmittel reagieren gelassen wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Oxidation des Polysaccharide am reduzierenden 
Ende mit J 2 erfolgt. 

18. Verfahren nach den Anspriichen 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Kopplung des oxidierten Polysac- 
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charids an das Antibiotikum in einem organischen Losungsmittel erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als oiganisches Losungsmittel Dimethylsulfoxid 
eingesetzt wird. 

20. Verwendung des Antibiotikum-Deri vats gemaB Anspruch 1 3 zur systemischen Behandlung mykotischer Infek- 
tionen. 

21. Verwendung des Antibiotikum-Derivats gemaB Anspruch 14 und/oder 15 zum Einsatz in der Krebstherapie. 
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